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珠子 参 叶 皂苷 对 脂肪 酶 抑制 机 制 及 降 血 脂 研 究 


ARTELE 12, dod 12, fA 2. XSOCHHOS, (HEP CRSLCO2, XU), 

张 化 为 2, gb :二 ， 宋 小 妹 二 

(1. 陕西 中 医药 大 学 药学 院 ， 陕 西 咸阳 712046; 2. 陕西 中 医药 大 学 陕西 省 中 药 基础 
与 新 药 研究 重点 实验 室 ， 陕 西 咸阳 712046) 
摘要 : 珠子 参 叶 是 五 加 科 植 物 珠子 参 CPanaxjaponicas var. major) 的 干燥 带 梗 叶 ， 为 秦 巴 
地 区 特色 中 药材 。 为 合理 开发 利用 珠子 参 叶 并 阐明 其 化 学 物质 基础 ， 该 研究 利用 HPLC 方 
法 分 析 珠 子 参 叶 皂苷 部 位 的 主要 化 学 成 分 , 测定 珠子 参 叶 皂苷 部 位 的 脂肪 酶 抑制 活性 及 抑制 
类 型 ， 通 过 分 子 对接 及 动物 实验 验证 脂肪 酶 抑制 机 制 及 降 血 脂 作 用 。 结 果 表 明 : CD 珠子 参 
IEEE 3E E AY 7g 20(5)- A SF Rgo. 20()- A S 9 Rg, A Sg Rb, Aut 
Rb:s. ASEP Rd. ASHBY Rho OO EET 2t re Ba. 20(8)- A S t8 EF. Rg 对 脂肪 酶 
具有 较 强 的 抑制 作用 ， 其 1Cso 413073 0.14 412.30 umo L!.. (30 珠子 参 叶 和 皂苷 部 位 、20(R)- 
AS8/&Íf Rgn A Zeit Rbs 对 脂肪 酶 的 抑制 为 可 逆 性 抑制 ,抑制 类 型 为 非 竞争 型 抑制 。(4) 
配 体 与 ARG337B、ASP331B、ILE248B 残 基 结 合 可 能 有 助 于 提高 配 体 的 脂肪 酶 抑制 活性 。 
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(5) 珠子 参 叶 总 皂苷 可 以 显著 降低 高 脂 血 症 小 鼠 血 清 中 胆固醇 和 甘油 三 脂 的 含量 。 该 研究 
为 珠子 参 叶 在 降 血 脂 方面 的 深入 开发 利用 奠定 基础 。 
关键 词 ， 珠 子 参 叶 ， 皂 苷 ， 脂 肪 酶 ， 酶 动力 学 ， 分 子 对 接 ， 体 内 验 i 
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Inhibition mechanism and hypolipidemic effect on lipase of 


saponins fraction from Panax japonicas leaves 
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Abstract: The aerial part of Panax japonicus was called *Zhuzishen Ye", it is a characteristic 
Chinese herbal medicine in Qinba area. In order to rationally utilize “Zhuzishen Ye" and clarify its 
chemical constituents, the main chemical constituents of the saponins fraction from "Zhuzishen Ye" 
were analyzed with HPLC, the inhibitory activity and inhibition type of the saponins fraction of 
"Zhuzishen Ye" on lipase were determined, and the lipase inhibition mechanism and 
hypolipidemic effect were verified with molecular docking and animal experiments. The results 
were as follows: (1) The chemical constituents of saponins fraction from “Zhuzishen Ye" were 
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20(S)-Ginsenoside Rg», 20(R)-Ginsenoside Rg», Ginsenoside Rb», Ginsenoside Rb3, Ginsenoside 
Rd and Ginsenoside Rh». (2) The saponins fraction of *Zhuzishen Ye" and 20(R)-Ginsenoside Rg» 
had strong inhibitory effect on lipase with ICso of 0.14 and 2.30 umol:L-! respectively. (3) The 
saponins fraction of Zhuzishen Ye, 20(R)-Ginsenoside Rg» and Ginsenoside Rb; were all 
reversible inhibition, and the inhibition type was non-competitive inhibition. (4) The binding of 
ligands to ARG337B, ASP331B and ILE248B residues may help to improve the lipase inhibitory 
activity of ligands. (5) Saponins of "Zhuzishen Ye" could significantly reduce the content of 
cholesterol and triglyceride in serum of hyperlipidemia mice. This study laid a foundation for the 
further development and utilization of *Zhuzishen Ye". 
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珠子 参 叶 是 五 加 科 植 物 珠子 参 (Panax japonicus var. major? 的 干燥 带 梗 叶 , PEE, Tr, 
H: 归 肝 、 肺 、 胃 经 ， 具 有 清 肺 止咳 、 生 津 、 润 喉 、 防 时 、 滋 补 强壮 的 功效 ， 在 民间 多 泡 茶 
饮用 ( 宋 小 妹 ，2011; 国家 药典 委员 会 ，2020)。 珠 子 参 叶 的 应 用 历史 可 追溯 到 清朝 ， 由 于 
时 人 参 和 人 参 叶 价格 日 渐 昂 贵 ， 珠 子 参 叶 作为 人 参 和 人 参 叶 的 替代 品 开始 使 用 ( 赵 学 敏 ， 
1963; 陆 维 承 ，2016)。 

脂肪 酶 是 水 解 膳食 中 脂 质 的 关键 酶 (Jaeger & Reetz,1998; 雇 家 乐 , 2022). 参与 脂肪 消化 、 
吸收 、 利 用 的 全 过 程 ( 王 哲 等 ，2013)， 抑 制 其 活性 能 有 效 减少 脂 质 的 消化 吸收 ， 从 而 降低 血 
脂 水 平 ， 抑 制 脂 肪 酶 的 活性 是 治疗 高 脂 血 症 、 肥 胖 、 非 酒精 性 脂肪 肝 等 疾病 的 有 效 策 略 (de la 
Garza et al., 2011; Yun et al., 2007)。 三 机 邱 苷 类 化 合 物 具 有 脂肪 酶 抑制 作用 ， 是 潜在 的 有 效 
的 治疗 肥胖 及 其 相关 疾病 的 化 合 物 (Han et al ., 2005; oshizumi et al., 2006; Ercan & EI, 2016; 
Liu et al., 2017; i95, 2019; ERI, 2020; Navarro Del Hierro et al., 2020). 
珠子 参 作为 常用 中 药材 ， 生 长 缓慢 成 药 周期 长 ， 目 前 野生 珠子 参 已 处 于 濒危 状态 ， 而 珠 
子 参 叶 作为 非 药 用 部 位 被 遗弃 ， 造 成 资源 浪费 ， 前 期 课题 组 研究 发 现 : 珠子 参 叶 的 主要 化 学 
成 分 是 三 熙 类 化 合 物 ， 包 括 : 20(22)E,24- 达 玛 二 烯 -3pB,60,12B- 三 醇 、 人 参 皂 背 Rd. Ag 
Rb, ASE Rb, AS'gTF Rb MIA Sí1F Re, ASTE Re. MYSER A8 
# Rs, SEË Fe. ASEP Rd» Gypenosiden IX，20(21),24- 达 玛 二 烯 -3p,6Q,12B- 三 醇 ， 
20(22)Z.24- 达 玛 二 烯 -36,6w126- 三 醇 ， 珠 子 参 背 Z 等 ,还 有 5, 7- 二 羟基 -8- 甲 氧 基 黄 酮 ( 赵 东 
东 等 ，2013; 何 瑞 等 ，2014; 杨 延 等 ，2019; 张 化 为 等 ，2020)， 因 此 ， 探 究 珠 子 参 叶 的 化 
学 物质 基础 和 生物 活性 ， 对 提高 珠子 参 全 植株 的 利用 率 具 有 重要 意义 。 目 前 为 止 , 珠子 参 叶 
皂苷 的 脂肪 酶 抑制 机 制 及 降 血 脂 作用 尚未 见报 道 。 本 研究 以 珠子 参 叶 为 研究 对 象 , 依托 完善 
的 天 然 产物 开发 研究 平台 , 综合 利用 现代 色谱 分 离 手段 和 现代 药理 学 方法 , 拟 探讨 以 下 问题 : 
(1) 珠子 参 叶 皂苷 部 位 主要 成 分 是 哪些 ? (2) 珠子 参 叶 皂苷 部 位 对 脂肪 酶 是 否 具有 抑制 作 
H? G) 珠子 参 叶 皂苷 部 位 对 脂肪 酶 抑制 类 型 是 那 种 ? (4) 珠子 参 叶 皂苷 部 位 成 分 与 那 
残 基 结 合 可 提高 脂肪 酶 抑制 活性 ? (5) 珠子 参 叶 和 皂苷 部 位 是 否 可 以 降 脂 ? 


1 仪器 与 材料 


1.1 主要 实验 仪器 和 药品 

分 析 电 子 天 平 (EX125ZH 型 ， 奥 豪 斯 仪器 (常州 ) 有 限 公司 ); 多 功能 酶 标 仪 (Synergy 
TM H1 型， 美国 Bio Tek); 高 效 液 相 色 谱 仪 《Waters e2695 型 ， 美国 Waters 公司 ); 奥 利 司 
他 胶 宫 (批号 : 190204, 重庆 华 森 制药 有 限 公 司 ); 移 液 器 (Research Plus 系列 , 德国 Eppendorf); 
低速 台式 离心 机 “TDL-50B 型 ， 上 海安 襄 科 学 仪器 三);， 高 速 台 式 离心 机 (TG16-WS 型 ， 


Kk c 


湘 仪 离心 机 仪器 有 限 公 司 ); 皱 裙 假 丝 酵 母 脂 肪 酶 〈 批 号 : S257400. 4-hHAEZEAE TRIER 
(4-nitrophenyl palmitate, 4-NPP, #5: EC250112), FIRRA Gt: 75164)， 以 上 试剂 
均 购 自 美国 Sigma 公司 ; E Ah (AH015 Æ, Honeywell); DMSO (批号 ; D6370) W 
北京 博 奥 拓 达 科技 有 限 公司 ; D101 型 大 孔 树 脂 购 自 天 津南 开 大 学 化 工厂 ; 20()-A 2 EF 
Rg: (货号 : B21058), 20(R)- A 2&1 Rg: Cft 7: B21727), ASEP Rb: (货号: B21051)、 
AS8'&if Rb: Cft 5: B21052), ASB Rd Cft^5: B21054) 均 购 自 上 海源 叶 生 物 科 技 有 
限 公 司 ; A Ze EF Rh2a( 货 号 :111748) 购 自 中 国药 品 生物 制品 鉴定 所 ; 50mM Tris-HCICpH:7.8) 
(批号 ;BB0512) 购 自 陕 西 中 晖 赫 彩 生物 医药 科技 有 限 公 司 。 
1.2 实验 动物 
SPF 级 SD 小 鼠 ， 共 60 只， 体重 为 18 ~22 g， 购 自 成 都 达 硕 实验 动物 有 限 公司 ， 实 验 动 
物 生产 许可 证 号 为 : SCXK( 川 )2020-030， 适 应 性 饲养 5 d. 


2 实验 方法 
2.1HPLC 法 分 析 化 学 成 分 


2.1.1 色谱 条 件 
色谱 柱 : Agela Technologies Innoval ODS-2 (4.6mmx250 mm, 5 um); 流动 相 : 水 溶液 CA) 
-LRR (B), EA: 0~10 min, 10%—28%B; 10~27 min，28% 一 28%B; 27-33 min, 
28% 一 31%B; 33-46 min, 31%—31%B; 46~50 min，31% 一 36%B; 50—55 min, 36%—39%B; 
55~70 min, 39% 一 60%B; Hi 30 C; 进 样 量 10 uL, 检测 波长 203 nm; 流速 : 1.0 mL.min-1。 
2.1.2 供 试 品 溶液 的 制备 

本 实验 所 用 药材 由 陕西 中 医药 大 学 王 继 涛 高 级 实验 师 鉴 定 为 五 加 科 人 参 属 珠子 参 
Panax japonicus var. major 的 干燥 叶 。 参 照 文献 方法 ( 赵 东 东 等 ，2013) 提取 珠子 参 干 燥 叶 。 
取 干 燥 的 70% 乙 醇 洗 脱 部 位 粉末 约 0.05 g, 置 50 mL REHEMP, AIAPE 50 mL, 
称 定 重量 ， 超 声 提 取 10 min， 放 冷 ， 再 称 定 重量 ， 用 甲醇 补足 损失 的 重量 ， 操 匀 ， 滤 过 ， 
取 续 滤液 ， 经 0.22 hm 微 孔 滤 膜 滤 过 ， 得 到 所 需 浓度 的 溶液 。 
2.1.3. ”对照 品 溶液 的 配制 
精密 称 取 对 照 品 20(8)- A. TF Reg>、20(R)- 人 参 卸 苷 Rgo. ASEE Rba, A S BF Rb;、 
ASEP Rd. ASEP Rho, 用 甲醇 分 别 制 成 浓度 为 0.10、0.25、0.10、0.25、0.11、0.50 mg: mL! 
的 溶液 。 
2.2 脂肪 酶 抑制 实验 及 动力 学 机 制 研究 
2.2.1 不 同 皂 苷 对 脂肪 酶 活性 的 影响 

脂肪 酶 抑制 活性 测定 参考 报道 的 方法 (Liu et al., 2018; 王 亚 丽 等 ， 2020; 黄 桂 等 ,2021) 
稍 加 修改 ,脂肪 酶 Tris-HCl 溶液 浓度 为 280 UmL-!。4-NPP HI DMSO 溶液 浓度 750 umol: mL! , 
奥 利 司 他 的 浓度 为 250 hmolmL-， 珠 子 参 叶 皂苷 部 位 以 DMSO 为 溶剂 配制 成 浓度 为 2.52 
mg mL! Jg, 20(S)- A. & 1f Rgo. 20(8)- A2 P Rgn ASEE Rba ASEE Rbs, 
AST Rd. AS fF Rh» 以 DMSO 为 溶剂 配制 成 500 hmolmL- 的 溶液 ， 使 用 时 稀释 成 
不 同 浓度 ， 用 于 后 续 实验 。 

将 25 uL 珠子 参 叶 皂苷 部 位 〈 珠 子 参 叶 皂苷 部 位 摩尔 质量 按 奥 利 司 他 摩尔 质量 算 ， 终 浓 
度 为 0、0.625、6.25、62.5、125 umol: mL. ASEP Rb3〔 终 浓度 为 0、5、12.5、125、 
250 umol-mL), 20($)- A EË Rgo AKENO, 1. 2.5. 5, 12.5 pmol:mL-1)、20(R)- 人 
DAP Rg (AKEHO, 25, 50, 125, 250 pmol-mL-1)、 人 参 皂 苷 Rb、 人参 皂 芽 Rd、 人 
DBP Rbk (AREN 0. 12.5. 25. 125. 250 umol:mL^). 和 45 uL 胰 脂 肪 酶 于 96 孔 板 中 
37 人 孵育 30 分钟 ,再 加 入 90 pL HI 4-NPP. CRT EE 73 750 umol- mL! 237 恒温 反应 20 min, 
加 入 柠檬 酸 钠 终止 反应 ，405 nm 下 测定 吸光 度 。 
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按照 如 下 公式 计算 胰 脂 肪 酶 活性 
脂肪 酶 活力 = CA maA nuum) / CA -A gang) X100% 


li 


, Bi: 


A vi 加 入 样品 和 活性 酶 反应 后 的 吸光 度 ; A eese: 加 入 样品 和 失 活 酶 反应 后 的 吸光 度 ; 
Asa: 加 入 活性 酶 和 DMSO 反应 后 的 吸光 度 ，4 www: 加 入 失 活 酶 和 DMSO 反应 后 的 吸光 


度 。 所 有 反应 中 均 有 4-NPP。 
2.2.2 不 同 皇 背 对 脂肪 酶 活性 的 和 


和 制 机 理 


H 


按照 “2.2.1" 项 下 的 珠子 参 叶 是 音 部 位 、 人 参 时 苷 Rb;、 


20(S)- A8 &&TF Rgo 样品 浓度 和 


4-NPP 底 物 浓度 ， 参 照 文献 方法 稍 加 修改 ( 陈 静 等 ，2021D)， 通 过 改变 脂肪 酶 浓度 〈 终 浓度 


为 0、70、140、280、560 U:mL-I) 


测 


底 物 产生 的 吸光 度 。 将 25 uL 不 同样 品 


KEREM 45 uL 胰 脂 肪 酶 于 


定 不 同 浓度 样品 在 不 同 浓度 脂肪 酶 催化 下 水 解 A-NPP 


96 FLIR F 37 CHF 


fi 30 min， 在 加 入 90 uL 4-NPP (AKEN 750 umol:mL!), 405 nm 下 测定 吸光 度 。 按 下 式 


计算 相对 
相对 


酶 活力 : 


酶 活力 =(42-41)/(44-43) x100% 


式 中 4 和 4 是 不 同 气 背 、 脂 肪 酶 与 4-NPP 反 应 初 末 的 吸光 度 ;43 和 44 是 脂肪 酶 与 4-NPP 


反应 初 末 的 吸光 度 。 


2.2.3 不 同时 昔 对 脂肪 酶 活性 的 抑制 类 


型 和 抑制 常数 


按照 “2.2.2" 项 下 的 测定 方法 ， 固 定 脂肪 酶 的 浓度 ， 改 变 4-NPP( 终 浓度 为 0.375、0.75、 
1.5. 3 mmolmLD， 测 定 不 同 浓度 皂苷 对 脂肪 酶 催化 水 解 4-NPP 后 产生 的 吸光 度 。 


2.3 分 子 对 接 数 据 库 及 软件 


所 用 软件 包括 : ChemBioDraw3D, AutoDockTools1.5.6., PMOL. CADD1.5.6、Vision1.5.6。 


从 PubChem 数据 库 


下 载 相 关 化 合 物 的 2D 结构 文件 ， 划 和 蛋 


的 晶体 结构 从 PDB 数据 库 中 


获取 ， 利 用 PyMOL 软件 对 邯 蛋 白 进 行 去 除 水 分 子 、 加 氧 等 前 处 理 ， 使 用 软件 AutoDock 
Tools1.5.6 对 化 合 物 和 靶 蛋 白 进 行 分 子 对 接 。 靶 蛋白 及 其 结合 位 点 为 ILPB 和 蛋白 的 A-BOG 位 
点 。 
2.4 动物 实验 
2.4.1 药物 的 制备 及 给 药 

实验 前 将 小 鼠 随 机 分 为 6 组 : 空白 组 (10 只 )、 高 脂 血 模型 组 (10 只 )、 奥 利 司 他 组 (10 
R) BERMA HREH C 10 只 )。 其 中 空白 组 饲 喂 基 础 饲料 ， 其 他 组 饲 喂 高 脂 饲 料 ， 
建立 高 脂 血 症 模 型 。 


高 脂 饲料 配方 如 下 : 15% 猪 油 、5% 
给 予 小 鼠 高 脂 饲料 35 天 后 开始 给 药 , 空白 组 及 高 脂 血 模型 组 给 予 一 
按照 46.8 mg: kg! 灌 胃 给 药 ， 各 给 药 组 


奥 利 司 他 组 


服用 20 g 提取 物 )， 中 剂量 组 


按照 58.5 mg kg! 给 


Eii ES 


、20% 糖 、0.5% 盐 、0.5% 


RE 


= 


e 


AC 
剂量 按 人 每 日 服用 量 和 提取 物 收 率 计算 ， 
高 剂量 组 按照 117.0 mg-kg! 给 予 小 鼠 珠 子 参 叶 皂 普 部 位 提取 物 (相当 于 


剂量 的 生理 盐水 ， 


70 kg 的 成 人 每 日 


as 


于 末次 给 药 后 称 量 体 重 。 


F12H 


^ 高 脂 


型 


Ea 


模 


饲料 ， 期 间 受 试 小 鼠 均 正常 摄食 摄 水 。 


2.4.2 样本 采集 及 处 理 


末次 给 药 后 ， 所 有 小 鼠 禁 食 不 禁 


以 3000 rmin 
2.4.3 生化 指标 的 测定 
清 总 胆固醇 (total cholesterol, 
试剂 盒 的 说 明 书 进行 测定 。 

2.5 统计 学 处 理 


予 小 鼠 珠子 参 叶 皂苷 部 位 提取 物 ， 低 剂 
量 组 按照 29.3 mg:kg! 给 予 小 鼠 珠子 参 叶 电 背 部 位 提取 物 ， 每 日 给 药 一 次 ， 
组 小 鼠 给 药 期 间 分 别 继续 饲 喂 基 础 饲料 及 高 脂 


连续 灌 骨 3 周 ， 


水 ，16h 后 眼球 取 


, 全 血 HT 


TC) 和 甘油 


置 ， 于 4 'C 下 保存 ， 再 
的 转速 离心 15 min， 分 离 血 清 ， 按 组 依次 分 装 ， 于 -80 'C 冰 箱 中 保存 ， 备 用 。 


三 脂 (triglyceride，TG) 的 含量 分 别 按照 


所 有 的 统计 分 析 均 使 用 Graphpad Prism 8.0.1 软件 ， 计 量 数 据 以 “ 均 数 + 标准 差 ”( Es) 
表示 ， 两 组 比较 用 t 检 验 ， 多 组 之 间 两 两 比较 采用 单 因 素 方 差分 析 。 


3 结果 与 分 析 


3.1 色谱 数据 采集 
A 
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mE 0.30 
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HE: 120(S-A £g ff Rg; 2. 20(R)- 人 参 皂苷 Rg;; 3. ASTE Ro; 4. 人参 皂苷 Rb; 5. Ag 
Rd; 6. A£ 1f Rh». 
Note:1. 20 (S) -Ginsenoside Rg;; 2. 20 (R) -Ginsenoside Rg»; 3. Ginsenoside Rb»; 4. Ginsenoside Rb;; 5. 
Ginsenoside Rd; 6. Ginsenoside Rh», 
图 1 珠子 参 叶 皂苷 部 位 (A) 与 混合 对 照 品 溶液 (B) 的 HPLC 图 
Fig. 1 HPLC of saponins fraction from Panax japonicas leaves (A) and Mixed reference 
substances solution (B) 
由 图 1 可 知 ,珠子 参 叶 是 昔 部 位 的 主要 成 分 为 2009)- 人 参 电 昔 Rg2、20(R) AS ef Rg2、 
ASH Rb. ASEP Rb. ASEP Rd. ASTE Rho. 
3.2 脂肪 酶 活性 测定 结果 
以 “2.2.1" 所 述 方法 测定 各 蛙 苷 的 脂肪 酶 抑制 活性 ， 测 试 结果 见 表 3。 由 表 3 和 图 3 可 知 
珠子 参 叶 皂苷 部 位 、 人 参 皂 苷 Rb、 人 参 皇 背 Rd, ASEP Rha, 20(9)-A2 €F Regz、20(CR)- 
ASEP Rgn ASE Rbs 的 ICso 分 别 为 0.14、.28.00、.31.00、18.00、8.73、2.30、60.76 umol-L! 
由 图 2 可 见 ， 珠 子 参 叶 皂苷 部 位 、20(R)- 人 参 皂 昔 Rg. ASEP Rbs 反应 体系 吸光 度 随 时 
间 的 延长 而 逐渐 增 大 ， 吸 光度 随时 间 变 化 的 曲线 通过 原点 ， 不 存在 迟 消 效 应 。 在 相同 反应 时 
闻 下 ， 随 着 珠子 参 叶 皂苷 部 位 、20(R)- 人 参 和 皂苷 Rg, A Sg T Rb 样品 浓度 的 增 大 ， 曲 线 
的 斜率 不 断 减 小 ， 即 脂肪 酶 酶 催化 水 解 4-NPP 的 速度 不 断 降低 ， 说 明 其 具有 抑制 脂肪 酶 酶 
活性 的 作用 。 由 图 2 可 知 ， 在 反应 0~7.5 min 时 Ass om -Time 曲线 近似 呈 线 性 关系 ， 随 着 时 
间 的 延长 ， 曲 线 逐 渐 平 坦 ， 斜 率 降 低 ， 反 应 的 速度 也 就 降低 ， 此 时 测 得 的 酶 活力 不 能 代表 真 
实 的 酶 活力 ， 故 取 反 应 7.5 min 时 的 反应 速度 为 初速 度 。 
K 3 皂苷 和 奥 利 司 他 的 脂肪 酶 半数 抑制 浓度 
Table 3 The half inhibitory concentration on lipase of saponins and orlistat 
化 合 物 半数 抑制 浓度 ICso 〈hmolI-) 
Compound Half inhibitory concentration ICso 


奥 利 司 他 3.84 (1904.60 ug L?!) 


Orlistat 


珠子 参 叶 皂苷 部 位 69.40 pg LOGH TFAA Et 0.14 
Saponins fraction of Panax japonicus leaves umol: L“! ) 
人 参 皂 并 Rb 
i 28.00 
Ginsenoside Rb; 
AS:gTf Rd 
| . 31.00 
Ginsenoside Rd 
AS: Bi Rho 
l l 18.00 
Ginsenoside Rb; 
20(S)- A SEH Rg 
qe 8.73 
20(S)-Ginsenoside Rg2 
20(R)- 人 参 里 苷 Rg 
PS 2.30 
20(R)-Ginsenoside Rg2 
AZET Rb; 
| l 60.76 
Ginsenoside Rb; 
A B 
0.20 79-0 umol- L! 0.8 79- 0hmolL1 
m- 0.625 pmol:L' - 量 1 umol: L' 


S 0.15 —&— 6.25 umol-L'! T —- 2.5 umol-L'! 
< -y 62.5 umol-L* z -*- 5 umol- L! 
E 0.10 s aa Be 
z 3 0.05 z 3 
< : 
0.00 
2 4 6 8 
时 间 Time (min) 时 间 Time (min) 
C 
0.8 -9- 0 umol- L’ 
-H- 5 humol'L! 
0.6 A 12.5 umol-L'! 
a y 125 pmol-L' 
di = 0.4 
3 
2 02 
* 
0.0 
2 4 6 8 
时 间 Time (min) 
图 2 珠子 参 叶 皂 背部 位 〈A)、20(R)- 人 参 皂 苷 Rg: (B) KASEP Rb; (C) 对 脂肪 
酶 的 抑制 作用 曲线 


Fig. 2 Effect curves of saponins fraction from Panax japonicas leaves (A), 
20(R)-Ginsenoside Rg»(B) and Ginsenoside Rb; on lipase(C) 


» 
w 


相对 酶 活力 
Relative lipase activity (%) 
è 
相对 酶 活力 
Relative lipase activity (%) 


100 200 300 5 10 15 
样品 浓度 样品 浓度 


Sample concentration (umolILD Sample concentration (umolILD 


Oo 
J 


相对 酶 活力 
Relative lipase activity (%) 
è 8 
[ 
相对 酶 活力 
Relative lipase activity (%) 
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图 3 珠子 参 叶 皂苷 部 位 〈A)、20(R)- 人 参 皂 苷 Rg B) ASTE Rb; (C) 及 奥 利 司 
他 D) 对 脂肪 酶 活力 的 影响 

Fig. 3 Effects of Panax japonicas leaves saponin sites (A), 20(R)-Ginsenoside Rg» (B) and 
Ginsenoside Rb3(C) and Orlista (D) on lipase activity. 
3.3 ^ [8] e BOSE HO BEES HG n WF LR 

按照 “2.2.2” 项 下 的 测定 方法 ， 将 反应 液 置 于 酶 标 仪 中 37 "CTS EE 20 s 测定 一 次 共 
测定 7.5 min， 选 取 ( 0~7.5 min 吸光 度 随时 间 的 改变 拟 合 方 程 ， 其 斜率 ) 即 为 酶 活力 值 。 以 相 
对 酶 活力 对 酶 浓度 作 图 , 根据 图 像 判断 不 同 皂 荫 对 脂肪 酶 活性 的 抑制 作用 是 否 可 逆 。 如果 作 
图 结果 为 一 组 直线 且 通 过 原点 ， 则 为 可 道 抑制 ， 如 果 得 到 一 组 平行 直线 ， 则 为 不 可 逆 抑 制 。 
图 4 为 珠子 参 叶 皂苷 部 位 、20(R) -人参 皂苷 Rg, ASEP Rb; 的 浓度 、 酶 活力 与 酶 浓 
度 的 关系 。 由 图 4 可 见 ， 以 酶 活力 对 酶 浓度 作 图 时 ， 得 到 一 组 通过 原点 的 直线 ,该 直线 的 斜 
率 随 着 珠子 参 叶 皂苷 部 位 、20(R)- 人 参 皂 芽 Rg、 人 参 皂 并 Rb; 浓 度 的 增 大 而 逐渐 降低 ， 表 
明珠 子 参 叶 拒 苷 部 位 、20(R)- 人 参 皂 苷 Rgo.. A S e EF Rb; 是 通过 抑制 脂肪 酶 活力 导致 脂肪 
酶 催化 水 解 4-NPP 的 速度 减 慢 ， 而 不 是 通过 降低 有 效 酶 量 所 导致 的 ， 说 明珠 子 参 叶 皂苷 部 
hz. 20(R)- AZ HF Rg、 人 参 皂 苷 Rb 对 脂肪 酶 活性 的 抑制 属于 可 逆 型 抑制 。 


酶 活力 


HR, MER 
以 Lineweaver-Burk 
0.27. 2.53, 0.17, ILR 6; EUREX TK EE EH 
见 图 7，3 个 样品 的 Km 值 分 别 为 1.07，0.83，8.64。 
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A. 珠子 参 叶 和 皂苷 部 位 ，B. 20(R)- 人 参 皂 并 Rg; C. Agit 


Enzyme concentration (U: mL) 


A. saponins fraction from Panax japonicas leaves; B. 20(R) -Ginsenoside Rg»; C. Ginsenoside Rb;. 


图 4 不 同 浓度 样品 下 酶 浓度 与 酶 活力 的 关系 


Fig. 4 The relationship between enzyme concentration and enzyme activity under different 


concentrations of samples 
3.4 不 同 皂苷 对 脂肪 酶 活性 的 抑制 类 型 和 抑制 常数 
利用 “2.2.3” 项 下 的 测定 结果 按照 大 和 人 44osht TEE 
对 底 物 浓度 的 倒数 (LS) 作 图 ， 判 断 珠 子 参 叶 皂 苦 训 
才 脂 肪 酶 活性 的 抑制 类 型 和 抑制 常数 。 

图 5、 图 6 和 图 7 为 珠子 参 叶 皂苷 部 位 、20(R)- 人 参 皂 蔡 
型 和 抑制 常数 。 由 图 5 可 见 Lineweaver-Burk 双 倒数 图 ， 该 3 个 样品 图 均 为 相交 于 横 轴 一 点 
品 浓 度 的 增 大 ，Km 值 不 变 ， 了 而 值 逐 渐 减 小 ， 符 合 非 竞 争 型 抑 


类 型 的 特征 。 


催化 反应 速度 ， 以 反应 速度 的 倒数 (1 及 
Hz. ASEP Rbs. 20(5-A S 1T Rg 


HES 


HARP RIR EXT 3 个 样品 浓度 做 图 


数 应 分 别 为 
Ets 23. Kis 分 别 为 21.46、28.00、3.80， 


催化 反应 速度 
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图 5 珠子 参 叶 皂 苷 部 位 〈A)、20(R)- 人 参 皂 背 Rg (OD. ASEP Rbs (C) 的 抑制 
类 型 
Fig. 5 Inhibitory types of saponins fraction from Panax japonicas leaves (A), 20 
(R)-Ginsenoside Rg2(B)-and Ginsenoside Rb3(C) 
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图 6 珠子 参 叶 皂 背部 位 CA). 20()-A £&1*. Rg (B) AT Rbs (C) 的 抑制 
常数 Ki 
Fig. 6 The inhibition constant Ki of saponins fraction from Panax japonicas leaves (A), 
20(R)-Ginsenoside Rg»(B) and Ginsenoside Rb3(C) 
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图 7 珠子 参 叶 皂 背部 位 CA). 20()-A& 1f Rg (B) AT Rbs (C) 的 抑制 
常数 Kis 
Fig. 7 Inhibitory constant Kis of saponins fraction from Panax japonicas leaves (A), 
20(R)-Ginsenoside Rg2(B) and Ginsenoside Rb3(C) 


3.5 分 子 对 接 结果 
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A. 20(S)- A. 1f Rez; B. 20(R)- Af Rg; C. ASB Rbo; D. AS f Rbs; E. ASEH Rd; F. 人 
ZET Rh; G. 奥 利 司 他 。 
A. 20(S)-Ginsenoside Rg»; B. 20 (R)-Ginsenoside Rg2; C. Ginsenoside Rb»; D. Ginsenoside Rb;; E. Ginsenoside 
Rd; F. Ginsenoside Rh»; G. Orlistat. 

图 8 各 皂苷 单 体 和 奥 利 司 他 与 脂肪 酶 ILPB 残 基 的 相互 作用 三 维 图 


Fig. 8 Three-dimensional maps of the interactions of each saponin monomer and orlistat with 


the acid residues of lipase ILPB 


采用 分 子 对 接 技术 探讨 配 体 与 蛋白 ILPB 的 相互 作用 。20(R)- 人 参 皇 苷 Rgo 5j ILPB 的 
ARG38A、LEU41A、ASP331B、SER333B、ARG337B、LYS367B 形成 氧 键 结合 , 与 HIS30A、 
ALA40A、 ILE248B 等 氨基 酸 残 基 形 成 疏水 作用 ( 见 图 8A); 20(5)- A £8 1F Re: 与 ILPB 的 
结合 方式 与 20(R)- 人 参 皂 并 Rg 相似 见 图 8B， 其 不 同 之 处 在 于 20(5)- A TT Rg; 糖 茶 基 4 
位 和 5 位 氢 键 同时 与 SER333B 氨基 酸 残 基 连 接 ; ASEE Rb: 与 ILPB 的 结合 方式 见 图 8C, 
ASY Rb: 与 GLU13A、GLN29A、ASP31A、LEU36A、SER35A、ARG13A、CYS39A、 
ASP331B、ARG337B、LYS367B 形成 氨 键 结合 ， 与 GLU13A RÆ RAKEN, ASEH 
Rb; 5; LYS367B 之 间 形 成 r- 阳 离子 相互 作用 力 ， 嵌 入 IPB 和 蛋白 活性 口袋 中 实现 与 ILPB 的 
结合 ;人参 皂苷 Rbs 与 ILPB 的 结合 方式 见 图 8D, A Sf Rb: 与 ASP31A、LEU36A、LEU41A、 
LYS42A、CYS61A JÉ JM BEA, GLUI3A. ARG38A. ALA40A 等 氨基 酸 残 基 形 成 疏水 
作用 ， RA ILPB 蛋白 活性 口袋 中 实现 与 IPB 的 结合 : ASEE Rd 5 ILPB 的 结合 方式 见 
$E, ASP Rd 与 ASP31A、ARG38A、ALA40A、ALA43A、ARG44A 形成 氧 键 结 合 ， 
与 GLU13A、ALA40A、LEU41A、ALA43A SS AE BE JE ni ZKTE RI, wA ILPB 蛋白 
活性 口袋 中 实现 与 ILPB 的 结合 ASE Rea LPB 的 结合 方式 见 图 8F, ASY Rh 
与 GLN29A、LYS42A、GLU48A、CYS61A 形成 氧 键 结合 ， 与 GLU13A、ALA40A、LEU41A、 
ILE248B、ALA332B AE B5 JEJE ELK TE Hl, HUN ILPB 和 蛋白 活性 口袋 中 实现 与 ILPB 的 
结合 ; 奥 利 司 他 与 ILPB 的 结合 方式 见 图 8G， 奥 利 司 他 与 ARG337B、ALA332B、ASP331B 
形成 氧 键 结合 , ILE248B 和 LEU41A 氨基 酸 残 基 形 成 疏水 作用 ， 嵌 入 ILPB 蛋白 活性 口袋 中 
实现 与 ILPB 的 结合 。 

3.6 胆固醇 和 甘油 三 脂 测 定 结果 

珠子 参 叶 皇 苷 部 位 对 小 鼠 血 清 TC 和 TG 的 影响 如 图 9 所 示 ， 高 脂 血 模型 组 小 鼠 血 清 中 
TG. TC 含量 均 明 显 高 于 空白 组 (P<0.01) ， 说 明 高 血脂 模型 造 模 成 功 ， 和 皂苷 部 位 的 低 、 
中 、 高 剂量 组 小 鼠 血 清 中 的 TG. TC 含量 均 明显 低 于 高 脂 血 模型 组 C(P<0.01) ， 其 中 高 剂 
量 组 降低 TG 作用 与 奥 利 司 他 组 相当 ， 降 低 TC 作用 优 于 奥 利 司 他 组 。 


A 


^ 
< 一 
E T. 
Žž Lr 
E £ 
g E 
E E "Ee 
Rog B 
X k 党 去 
& E gE 
= m1 E 
E v | 5 
mg 5X2 
S m$ 
E 2 
$ E 
o = 


1. 对 照 组 ; 2. BONA: 3， 奥 利 司 他 组 ; 4. 高 剂量 组 ; 5. 中 剂量 组 ; 6. 低 剂 量 组 。 与 对 照 组 比较 P<0.01， 
“与 模型 组 比较 P<0.01。 
1. Blank group 2. Modelgroup 3. Orlistat group 4. High dose group 5. Middle dose group 6. Low dose 


group. ^ compare with blank group (P«0.01), "compare with model group (P«0.01). 
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